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RESUMEN

En esta tesis se presentan los resultados derivados del estudio del efecto local
del cuerpo luteo, sobre la calidad embrionaria y la funcionalidad uterina en
ovinos. La hipétesis de partida de esta tesis, fue que el desarrollo embrionario
se ve favorecido por el ambiente oviductal y uterino que se genera en el lado
ipsilateral al cuerpo lateo y eso se encuentra asociado a la funcionalidad del
tracto reproductivo. Para ello se transfirieron 18 a 20 embriones por oviducto,
ipsi y contralateral al CL, producidos in vitro y con un dia de desarrollo luego de
la fertilizacion (Dia 0), en ovejas Corriedale. Al Dia 6 se recuperaron los
embriones de ambos cuernos uterinos y se colectaron muestras de Utero,
oviducto, fluido uterino y plasma. Se recuper6 una mayor proporcién de
embriones, con una tendencia a presentar un desarrollo mas avanzado, en el
lado ipsilateral al CL. Se encontré una mayor concentracion de progesterona en
el oviducto ipsilateral al cuerpo luteo, pero no se encontraron diferencias en las
concentraciones uterinas de progesterona, insulina, IGF1 y leptina entre ambos
cuernos. Las concentraciones de progesterona en plasma al Dia 6 fueron de
0,8 £ 0,4 ng/mL, posiblemente indicando un predominio estrogénico en los
animales de este estudio. En fluido uterino se encontré que las concentraciones
de insulina fueron menores en el fluido ipsilateral al cuerpo Iuteo. Asimismo, los
cuernos uterinos ipsilaterales presentaron una mayor expresion génica de
ERalfa, y tendencia a menor expresion de IGFBP6 y ADIPOR1. Se concluye
que existe un efecto local del cuerpo luteo que incide sobre la calidad y
desarrollo embrionario temprano, lo cual puede deberse principalmente a las
acciones de la progesterona en oviducto e insulina en el fluido uterino. La
mayor expresion de ERalfa y la tendencia a menor expresion de ADIPORL1 en
el cuerno uterino ipsilateral, puede estar asociado a la baja concentracion
circulante de P4 y predominio estrogénico en nuestros animales. La menor
expresion de IGFBP6 en el cuerno ipsilateral al CL podria estar asociado con

un mejor desarrollo embrionario temprano.



INTRODUCCION

La eficiencia reproductiva, definida como el numero de corderos viables
producidos anualmente por cada oveja destinada a la reproduccion, es uno de
los factores més importantes que afecta la eficiencia productiva en los sistemas
de explotacion ovina (Azzarini, 2002). A pesar de los esfuerzos y recursos
volcados en el manejo reproductivo, las pérdidas por fallas en la prefiez aun
son considerables, de hecho, se conoce que entre un 25 y un 55% de todos los
embriones mamiferos se pierden durante la gestacion temprana (Niswender y
Nett, 1994), y en la especie ovina hasta un 40% de las ovulaciones no se
corresponden con embriones viables al Dia 12 de la gestacion (Ashworth,
1995). Se ha postulado que la mayor causa de mortalidad embrionaria en la
etapa de pre-implantaciébn se debe a problemas en la sefalizacion entre el
embrion y la madre (Goff, 2002). Es asi, que una sincronia estricta entre el
ambiente materno y el embriébn es esencial para asegurar la supervivencia
embrionaria: tanto el embrién como el endometrio sintetizan y secretan a la
interfase embrio-maternal una gran cantidad de proteinas, factores de
crecimiento, hormonas y citoquinas, que afectan a ambas partes, determinando

asi dicha sincronia (Martal y col., 1997).

Ciclo estral en la oveja

La funcién reproductiva en la hembra ovina se encuentra dominada por dos
ritmos diferentes: uno anual, que es el periodo en el que la oveja se manifiesta
receptiva desde el punto de vista reproductivo y otro ritmo que ocurre durante
la estacion reproductiva en periodos sucesivos cortos en forma de ciclos
sexuales o estrales de 17 dias aproximadamente. La oveja se muestra
receptiva anicamente en un periodo de tiempo de 24 a 36 horas, en el celo, y
en el caso de no quedar prefiada repetird todo el ciclo mientras dure el
fotoperiodo corto.

Los ciclos estrales ocurren de acuerdo a una secuencia de acontecimientos
enddcrinos principales en los que participan varios tejidos y hormonas por ellos
secretados: la hipdfisis, con la hormona luteinizante (LH), la foliculo-estimulante

(FSH) y la oxitocina; el hipotalamo, con la hormona liberadora de



gonadotropinas (GnRH); los ovarios, secretando estrégenos (E), progesterona
(P4) y oxitocina en el cuerpo luteo (CL); y el utero, liberando prostaglandina
(PG) F2a (Goodman, 1994). La GnRH hipotaldmica estimula el aumento de
frecuencia de LH hipofisaria, la cual induce al desarrollo del foliculo ovulatorio
productor de E que permite la ovulacién y la formacion del CL. La P4 producida
por el CL se mantiene alta durante 12-14 dias determinando la fase luteal. El
predominio de la P4 provoca que, al terminar dicha fase, se establezca un
mecanismo de retroalimentacion positivo en el cual la oxitocina hipofisaria y
luteal favorecen el aumento de la secrecion pulsatil de PGF2a endometrial que
por la anastomosis vena uterina-arteria ovarica -mecanismo de contracorriente-
llega al ovario y ocasiona la regresion del CL o lutedlisis alrededor del dia 14
del ciclo sexual (acompafiado de la subsiguiente caida en las concentraciones
de P4). A partir de este momento comienza nuevamente el predominio
estrogénico durante 2-3 dias, determinando la fase folicular del ciclo sexual. De
esta forma, la oveja retorna al celo completando su ciclo estral de 17 dias
(Goodman, 1994). Sin embargo, si luego de la ovulacion se produce la
fertilizacion, el interferdn tau (IFNT), secretado por el embrién a partir del Dia 10
(con maxima expresion al Dia 14) luego de la fecundacion, inhibe la liberacién
pulsatil de PGF2a a través de la inhibicion de la expresién de receptores de
oxitocina, imposibilitando que ocurra la lutedlisis (reconocimiento materno),

promoviendo de esta manera el desarrollo embrionario (Spencer y col., 2004a).

Desarrollo embrionario temprano

Tras la fertilizacion, el embrién sufre sus primeras divisiones celulares en el
oviducto y alcanza el utero como morula alrededor del dia 4-5 post-celo, en el
ovino (Spencer y col.,, 2004b). En este corto tiempo, varios cambios
morfologicos y bioquimicos se producen y son afectados por el entorno del
embrién. Hacia el Dia 6 se forma el blastocisto por compactacién de la mérula 'y
entrada de liquido extracelular tras lo cual se forma una cavidad rodeada por
células trofoblasticas. El blastocisto, en su forma esférica, eclosiona de la zona
pelicida en los dias 7 a 8 (Spencer y col., 2004). Hacia el Dia 11 va adoptando
una forma tubular y luego se elonga convirtiendose en un embrién filamentoso
entre los dias 12 y 16 (Wintenberger-Torres y Flechon, 1974). Entre los dias

10-12 de gestacion, comienza la secrecidon de interfer6n tau embrionario, que
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provoca cambios en el endometrio determinando el destino del CL (lutedlisis o
mantenimiento del CL: reconocimiento materno de la prefiez al Dia 14, en
ovinos). La elongacion del blastocisto marca el comienzo de la implantacion,
aunque la adhesion firme al endometrio en ovinos no ocurre hasta el Dia 16
(Wintenberger-Torres y Flechon, 1974). Sin embargo, el destino del embrion se
decide antes de la implantacién y es alli donde hay una alta incidencia de
mortalidad embrionaria (Roche y col., 1981; Goff, 2002). El IFNT estimula varios
genes endometriales y secrecién de hormonas al fluido uterino para asegurar la

receptividad uterina a la implantacion.

Requlacién del tracto reproductivo

El fluido existente en la luz del tracto reproductivo es un medio complejo
formado por trasudado de la sangre y por secrecion activa de las células
epiteliales (Walker y col., 1996). En el oviducto, el producto de secrecion mas
abundante es un grupo de glicoproteinas de alto peso molecular, especifico del
oviducto, aungque también se secretan factores de crecimiento y citoquinas. Las
glicoproteinas se unen a la zona pellcida y a las membranas de los gametos y
son muy importantes para la capacitacion, motilidad y viabilidad espermaticas y
para el correcto desarrollo embrionario temprano (Murray, 1995; Leese y col.,
2001; Buhi, 2002). Se ha demostrado que su secrecion esta regida por ambas
hormonas esteroideas, siendo aumentada por los E y disminuida por la P4
(Murray, 1995; Buhi, 2002). Esto asegura una sincronizacion con la fertilizacion
y el desarrollo temprano del embrion. Los esteroides ovaricos también pueden
regular la composicion de las secreciones, ya que el fluido del oviducto de la
fase folicular tiene distintos efectos sobre la capacidad y motilidad de los
espermatozoides y la penetrabilidad de los oocitos (Killian, 2004). También se
encuentran presentes en el fluido del oviducto factores embriotréficos y
mitogénicos, como los factores de crecimiento, en cantidades variables
(Gandolfi y col.,, 1989). Potencialmente, estos factores actlan de manera
autdcrina o paracrina para regular la funcion del oviducto y/o el desarrollo
embrionario (Buhi y col., 1997). El endometrio también pasa por una serie de
transformaciones ciclicas en respuesta a la fluctuacion de los niveles
sanguineos de las hormonas ovaricas (Hafez y Tsutsumi, 1996). Los E

producen un notable crecimiento uterino. Durante la fase folicular, las glandulas
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aumentan su tamafno, penetran profundamente en el estroma y comienzan a
enrollarse, pero su capacidad secretoria plena se da bajo la influencia de la P4
(Niswender y Nett, 1994). La P4 actua en el utero asegurando su quiescencia,
estimulando y manteniendo las funciones secretorias endometriales esenciales
para el desarrollo temprano del embridn, implantacién, placentacion y un
correcto desarrollo feto-placentario hasta el término de la gestacion (Graham y
Clarke, 1997).

Durante la dltima década se han acumulado numerosas evidencias sobre la
participacion de muchas hormonas y factores de crecimiento que determinan la
viabilidad futura del embrién (Kaye, 1997). Las hormonas metabdlicas como el
factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1 (IGF1), insulina, leptina y
adiponectina, presentan ademas de un rol central, en el eje hipotalamo-
hipofisis, un efecto directo en el Gtero durante la prefiez temprana que pueden
afectar la comunicacion embrio-maternal (Downing y col., 1995; Keller y col.,
1998; Wathes y col., 1998; Kawamura y col., 2002; Moschos y col., 2002). Los
factores de crecimiento son un conjunto de sustancias, la mayoria de
naturaleza proteica que junto con las hormonas y los neurotransmisores
desempefian una importante funcion en la comunicacion intercelular. La familia
IGF esta integrada por IGF1 e IGF2 que son sintetizados principalmente en el
higado, pero también pueden ser sintetizados localmente en el Gtero por lo que
pueden actuar de forma enddcrina, paracrina y autécrina (Thissen y col., 1994).
La actividad y niveles de los IGFs estd modulada por al menos seis proteinas
de unién a IGF (IGFBPs) y por enzimas proteoliticas (BP-Pr) que modulan tanto
a las IGFs como las IGFBP. En el tracto reproductivo ovino se ha demostrado
la expresion del ARNm de IGF1, IGF2 y sus receptores, y algunas de las
IGFBPs (Stevenson y col., 1994; Stevenson y Wathes, 1996; Reynolds y col.,
1997). Ademas de estimular la proliferacion y diferenciacion uterina, ambos
IGFs estimulan el desarrollo de los embriones durante la pre-implantacion,
actian en el desarrollo fetal y controlan el desarrollo placentario (Keller y col.,
1998; Wathes y col., 1998). Asimismo, se ha observado que ademas de los
multiples efectos de la insulina en el metabolismo, ésta presenta un importante
rol en la regulacién del crecimiento embrionario durante la preimplantacion,

promoviendo la proliferacion celular y la diferenciacion morfolégica de

8



embriones, ya que se ha descrito la presencia de receptores de insulina tanto
en el endometrio como en el embrion (Harvey y Kaye, 1990, Gardner y Kaye,
1991). Por otro lado, las adipoquinas también presentan un papel fundamental
en el desarrollo. Entre ellas se encuentra la leptina, péptido sintetizado
principalmente por el tejido adiposo, aunque también se expresa en otros
tejidos como el higado, pancreas y tracto reproductivo (Gonzélez y col., 2000;
Chilliard y col., 2005). Esta hormona se asocié en un principio con el control
central del apetito, pero con el tiempo se ha demostrado que esta implicada en
multiples procesos fisiolégicos, tales como la inflamacion, la hematopoyesis, la
actividad inmune y la reproduccién (Moschos y col., 2002). Los receptores de
leptina (LEPR) han sido localizados en el eje hipotalamo-hipdfisis-ovario y en el
tracto reproductivo, vinculando asi, indiscutiblemente, a la leptina con la
reproduccion (Moschos y col., 2002). La sintesis de leptina y de su receptor ha
sido demostrada en el endometrio de mujeres, bovinos (Gonzélez y col., 2000;
Kawamura y col., 2002) y ovinos (Sosa y col., 2010), y ademas en ratas, se
demostré que la leptina afiadida al medio de cultivo promueve el crecimiento
del embrion en la etapa de pre-implantacion (Kawamura y col., 2002). Si bien
ya hace 20 afios de la existencia de la primera evidencia de una proteina
altamente expresada por los adipocitos denominada adiponectina (Scherer y
col., 1995) y de la abundante literatura reciente de su rol en la reproduccién,
hay muy escasa informacion respecto del rol de adiponectina en ovinos
(Kasimanickam y Kasimanickam, 2011). Se han identificado dos tipos de
receptores de adiponectina ADIPOR1 y ADIPORZ2, con funciones diferentes
(Hug y col., 2004; Yamauchi y col., 2007). Estos receptores se han reportado
en diversos tejidos periféricos como placenta (Caminosy col., 2005), ovario
(Michalakis y Segars, 2010), y recientemente se ha demostrado la presencia de
estos receptores en el Utero ovino durante la prefiez temprana (Sequeira y col.,

2016), lo que vincula claramente a la adiponectina con la reproduccion.

Un ambiente perturbado a causa de una secrecion irregular de estas hormonas
puede no afectar al embrién inmediatamente, pero comprometer su desarrollo
en etapas posteriores (Leese, 2005): la mortalidad embrionaria en la etapa de
pre-implantacién tardia (en Gtero) puede haberse determinado en etapas

anteriores (en oviducto).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4518135/#GAV025C96
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4518135/#GAV025C224
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4518135/#GAV025C30
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4518135/#GAV025C138

Es asi que analizar el ambiente materno donde el embrion esta

desarrollandose es relevante para detectar cambios inducidos por el embrion.

Produccién v transferencia de embriones

La produccion de embriones in vitro, en conjunto con las técnicas de
criopreservacién son esenciales para incrementar la productividad en ovejas
(Paramio, 2010). El uso extensivo de la produccion de embriones in vitro
permite un gran numero de embriones para multiplicar una hembra en
programas de mejora genética, pero también es de suma utilidad para la
investigacion. Esto ha tenido un efecto significante en la acumulacion del
conocimiento biolégico de la maduracion del ovocito, fertilizacion y desarrollo
embrionario temprano en diversas especies. Estos procesos adquieren
especial importancia para las tecnologias reproductivas, en las que hay altas
tasas de pérdidas embrionarias. La transferencia de embriones nos permite
seleccionar a las hembras con mejores caracteristicas productivas para lograr
un progreso genético mas rapido, la oportunidad de introducir nuevo material
genético en las poblaciones, o reducir el riesgo de transmision de
enfermedades infecciosas. En humanos, es el principal tratamiento para
la esterilidad cuando otros métodos de reproduccion asistida no han tenido
éxito, sin embargo, en esta especie se ha reportado que la tasa de embarazo
es del 38% vy las fallas en implantacion han sido atribuidas a un endometrio no
receptivo (Norwitz y col., 2001). Es asi que investigar sobre el ambiente uterino
y oviductal es relevante, ya que este conocimiento puede ayudar a mejorar los

indices de las técnicas reproductivas.

Los rumiantes presentan algunas caracteristicas reproductivas muy similares
con los humanos, ya que los blastocistos son de tamafo similar (120-140 um
de didmetro), y ademas los embriones de ambas especies presentan activacion
del genoma embrionario en estadios similares de desarrollo. Por estos motivos,
los ovinos son un excelente modelo para estudiar el desarrollo embrionario en
humanos, suplantando al ratdon cuyo desarrollo embrionario ocurre mas rapido
(Niemann y Wrenzycki, 2000). Esto cobra importancia debido a la dificultad

para realizar investigacibn o experimentacion con embriones humanos, con
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importantes restricciones en algunos paises como Uruguay donde es ilegal

(Ley N° 19167) a diferencia de otros paises.

Efecto local del cuerpo ldteo

del Campo y col., (1977) realizaron un estudio en bovinos, donde transfirieron
embriones a los cuernos uterinos ipsi y contralateral al CL, y demostraron que
el lugar donde se transfieren los embriones respecto al CL impacta en el
desarrollo y supervivencia embrionaria. Es asi, que ademas de los aspectos
que evidencian la interaccion embrio-maternal, el lugar del cuerno uterino
respecto a la posicion del cuerpo luteo (CL) donde se desarrolla el embrion
parece ser importante. Si bien la P4 circula de forma sistémica, se ha reportado
en ovinos que puede pasar de la vena a la arteria ovarica por un mecanismo de
contracorriente (Einer-Jensen y McCraken, 1981), y asi alcanzar directamente
al oviducto y al Utero (Hunter y Southee, 1987). Esto resulta en un gradiente de
P4 a lo largo del tracto reproductivo: es decir, la regibn méas cercana al CL
presenta una concentracion mayor de P4 (Weems y col.,, 1989), pudiendo
influenciar el desarrollo embrionario temprano de forma diferencial acorde a la
localizacion del embrién en el tracto reproductivo (ipsi o contralateral al CL). Se
ha reportado en ovinos que a los 5 dias luego del estro o prefiez, la expresion
oviductal de PR, ERalfa e IGF2 es menor en el lado ipsilateral en relacién al
contralateral al CL (Sosa y col., 2006; de Brun y col., 2013, respectivamente), lo
que refiere probablemente a un ambiente hormonal diferente, establecido por la
distribucién local de productos ovaricos al tracto reproductivo (Einer-Jensen y
McCracken, 1981; Weems y col., 1989; Wijayagunawardane y col., 1997).
Estos cambios en expresion génica pueden ser importantes para la modulacion
de la secrecion uterina, actuando directamente o interaccionando con otros
genes expresados de manera diferente en los cuernos uterinos ipsilateral y
contralateral al CL (Bauersachs y col., 2003). Teniendo esto en cuenta, es
posible que el efecto local del CL no sb6lo se limite a la accion de la
progesterona secretada por el CL luego de la ovulacién, ya que el mismo
mecanismo se podria plantear para la accion del estradiol secretado por el
foliculo ovulatorio, y otras hormonas que se sintetizan in situ en el Gtero.

Es importante remarcar que, si bien estos hallazgos estan establecidos desde

hace tiempo, hay escasa informacion respecto a la funcionalidad del tracto
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reproductivo acorde a la posicién del CL. Mas aun, si bien existe abundante
informacion acerca de la expresion génica uterina en rumiantes y su regulacion,
se desconoce la importancia del efecto local del cuerpo liteo sobre la

regulacion de la expresion génica en utero.

La realizacion de este experimento en ovinos se plantea como un modelo para
estudiar retrasos en el desarrollo embrionario y los factores maternos que
impactan sobre el mismo, transfiriendo embriones en oviductos ipsi y

contralateral al CL.
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HIPOTESIS

El desarrollo embrionario se ve favorecido por el ambiente oviductal y uterino
qgue se genera del lado ipsilateral al cuerpo luteo y esto esta asociado a la

funcionalidad del tracto reproductivo.

OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto del lado de la ovulacién sobre el tracto reproductivo y el

embridn durante las primeras etapas de desarrollo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar:

1. La calidad, morfologia y tasas de recuperacion de embriones de Dia 6,
transferidos al Dia 1 de desarrollo al oviducto ipsi y contralateral al

cuerpo lateo.

2. Las concentraciones hormonales al Dia 6 y los efectos de la lateralidad
del cuerpo luteo sobre P4, IGF1, insulina y leptina en plasma, fluido

uterino y Gtero, y la concentracién de P4 en oviducto.

3. Los efectos de la lateralidad del cuerpo lateo sobre la expresion génica,
en cuernos uterinos ipsi y contralateral al cuerpo liteo al Dia 6 luego de

la ovulacion.

Si bien esta tesis se ha focalizado principalmente en el efecto local del cuerpo liteo, debido a
que las muestras obtenidas fueron al Dia 6 de desarrollo, no descartamos que los cambios
encontrados en este trabajo también se deban a otros procesos fisiol6gicos que ocurren en el

ovario, como la accion del foliculo preovulatorio durante el proestro o la ovulacion.
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METODOLOGIA

Disefio experimental

Manejo animal y toma de muestras

Este experimento se realizd en la Fundacion IRAUy en Montevideo, el Institut
Pasteur de Montevideo y el Campo Experimental N° 1 de la Facultad de
Veterinaria, Universidad de la Republica, Migues, Canelones (Ruta 108, Km
11,91). El experimento fue aprobado por la Comision de Etica en el Uso de
Animales (CEUA) de la Facultad de Veterinaria (Exp- 111130-001236/14).

La estrategia de investigacion planteada implicé la produccién de embriones in
vitro para transferirlos al Dia 1 en cantidades iguales a oviductos ipsi y
contralateral al cuerpo lateo. Los embriones fueron colectados al Dia 6 cuando
fueron evaluados. La funcionalidad del tracto reproductivo fue evaluada al Dia 6
en términos de concentracion de P4 en oviducto, concentracion de P4, IGF1
insulina y leptina en utero y fluido uterino, y expresion génica en los cuernos

uterinos ipsi y contralaterales al CL.

Se utilizaron 50 ovejas Corriedale multiparas con un peso de 57,7 + 4,4 kg y
una condicién corporal de 3,3 £ 0,4 (en una escala de 0 a 5). Para sincronizar
los celos se utilizé un tratamiento de 7 dias con esponjas intravaginales
impregnadas con medroxiprogesterona (Progespon, Syntex S.A., Bs As,
Argentina), de acuerdo a Menchaca y Rubianes., (2004), al cabo del cual se
administraron 200 Ul de gonadotrofina coriénica equina (eCG, Novormon 5000,
Syntex S.A.) y una dosis luteolitica de PGF2alfa (Cloprostenol sédico 125 ug,
Ciclase DL, Syntex S.A.) por via intramuscular. Los estros fueron detectados
cada 12 horas mediante el uso de machos androgenizados y se seleccionaron
aguellas ovejas (n=12) que manifestaron estro de manera sincronizada y
presentaron un solo cuerpo hemorragico determinado por laparoscopia al
momento de la transferencia. El dia previo a la transferencia de embriones, los
animales permanecieron sin acceso a comida o agua. Se tomaron muestras de
sangre de la vena yugular en tubos con heparina al Dia 6 de desarrollo (previo
a la colecta de embriones), y se centrifugaron durante 15 minutos a 3000 g, y

se almaceno el plasma a -20°C hasta su analisis.
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Para la transferencia embrionaria se produjeron embriones in vitro
(metodologia explicada mas adelante en esta seccion), y se transfirieron entre
18 y 20 embriones por oviducto (ipsi y contralateral al CL; 38 a 40 embriones
por oveja), al Dia 1 de desarrollo embrionario. El Dia O para los embriones fue
definido como el dia en que se inicio la fertilizacién in vitro, lo que coincidié con
el dia del estro en las receptoras. La transferencia fue realizada por el oviducto
mediante una técnica quirargica y al Dia 6 se sacrificaron las ovejas para
obtener el tracto reproductivo y se realizaron los lavados de los cuernos
uterinos para colectar los embriones en sentido retrogrado desde la porcion
craneal a caudal de cada cuerno. En una primera instancia se lavo el cuerno
uterino ipsilateral con 2 mL de suero fisioldgico para analizar el fluido uterino.
Posteriormente se realizO un lavado con 20mL para colectar todos los
embriones provenientes del cuerno uterino ipsilateral en placa de petri. El
mismo procedimiento fue aplicado para el cuerno uterino contralateral al CL.
Los embriones fueron evaluados y clasificados morfolégicamente de acuerdo a
las normas de la IETS (2010). Entre los parametros a ser evaluados se
incluyeron las tasas de recuperacion, la proporcion de blastocistos y morulas
en ambos cuernos y la proporcién de embriones degenerados.

Una vez colectados los embriones, también se colectaron los oviductos y una
porcién del tercio superior de los cuernos uterinos ipsi y contralaterales al CL.
Parte del tejido se utiliz6 para la determinacibn de hormonas en utero y
oviducto, y otra porcion de los cuernos uterinos fue congelada en N2 liquido y
almacenada a -80°C hasta su procesamiento para estudios de expresion

génica.

Produccién de embriones in vitro

Todos los procedimientos de laboratorio que correspondan con la produccién
de embriones, se realizaron en el Instituto de Reproduccion Animal Uruguay
(Fundaciéon IRAUy) e Institut Pasteur de Montevideo. Los embriones se
produjeron de acuerdo a la técnica descrita por Menchaca y col., (2016). Se
colectaron ovarios del Frigorifico San Jacinto — NIREA S.A. (Ruta 7 Km 59,500,
San Jacinto, Canelones), los cuales fueron transportados en un recipiente con

PBS a 37°C de temperatura, para mantener viables los ovocitos. Para extraer
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los ovocitos se realizdé una puncion de los foliculos, mediante la utilizacion de
una jeringa de 5mL con medio de recuperacion con HEPES. Una vez finalizada
la puncion de los foliculos de todos los ovarios colectados, se procedi6 a la
busqueda y clasificacion de los complejos cumulo-ovocitos (COCs), mediante
una lupa estereoscopica. Los COCs obtenidos de la puncién de los ovarios se
dejaron madurando entre 18 y 24 horas, para luego proceder con la fertilizacién
in vitro (FIV), con medio SOF (de su sigla en inglés Synthetic Oviductal Fluid),
utilizando semen ovino congelado. En el Dia 1 del desarrollo embrionario, los
embriones fueron transportados al campo experimental en Migues para ser

transferidos a las ovejas.

Determinaciones en plasmay tracto reproductivo

Las determinaciones hormonales y expresion génica se realizaron en el
Laboratorio de Endocrinologia y Metabolismo Animal, Facultad de Veterinaria,

Universidad de Republica, Uruguay.

Hormonas

Se determinaron las concentraciones hormonales de P4, IGF1, leptina e
insulina en plasma, fluido uterino y en utero, acorde a Rodnight y col., (1988).
También se determind la concentracion de P4 en oviducto.

Las hormonas en fluido uterino, plasma, Utero y oviducto fueron analizadas por
radioinmunoanalisis (RIA).

Para el contenido endometrial, aproximadamente unos 500 mg de tejido uterino
fue trozado y homogenizado con buffer isoténico, mediante la utilizacién de un
homogeneizador de tejidos (PRO200) a 9500-13500 rpm por 45 segundos
(Sosa y col., 2009). Para el andlisis de P4 en oviducto, se maceré el tejido
completo de forma de homogenizar la muestra y luego se seleccionaron entre
300 y 500 mg de tejido para la extraccion de P4. Para las hormonas IGF1,
insulina y leptina se utilizd el sobrenadante obtenido de la centrifugacion del
tejido para la realizacion del RIA. Sin embargo, para P4, se realizaron cuatro
extracciones sucesivas con éter y luego se resuspendieron con 300 uL de

buffer para el analisis por RIA. Las concentraciones de P4, IGF1, insulina y
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leptina medidas en utero fueron expresadas en relacion a los gramos de tejido
utilizado en la maceracion.

Las concentraciones de progesterona se determinaron por RIA en fase sélida
utilizando kits comerciales (MP Biomedicals, Diagnostics, Santa Ana, CA,
USA), segun Sosa y col., (2006). La sensibilidad del ensayo en plasma, Gtero y
oviducto para P4 fue de 0,3 ng/mL, 0,1 ng/mL y 0,04 ng/mL, respectivamente.
Los coeficientes de variacion (CV) intraensayo para plasma (0,6 ng/mL), utero
(0,2 ng/mL) y oviducto (1,1 ng/mL) fueron de 16,3%, 12,9% y 12,1%
respectivamente. Las concentraciones de P4 no fueron detectadas en fluido
uterino por RIA.

Las concentraciones de IGF1 e insulina se determinaron por IRMA en fase
sélida, utilizando kits comerciales (Diagnostic Product Co., Los Angeles, CA,
USA) segun Sosa y col., (2009) y Fernandez-Foren y col., (2011). Para IGF1, la
sensibilidad del ensayo en plasma, utero y fluido uterino fue de 1,2 ng/mL, 0,5
ng/mL y 0,4 ng/mL, respectivamente. Los CV intraensayo para plasma (17,2
ng/mL), utero (50,6 ng/mL) y fluido uterino (47,6 ng/mL) fueron de 18,2%, 7,6%
y 11,6% respectivamente.

Para insulina, la sensibilidad del ensayo en plasma y fluido uterino fue de 1,3
pu/mL y en utero fue de 4,3 pui/mL. Los CV intraensayo para plasma (18,7
pul/mL), atero (17,1 pui/mL) y fluido uterino (18,7 pul/mL) fueron de 6%, 10,3%
y 6% respectivamente.

Las concentraciones de leptina se determinaron segun lo descrito por Raddatz
y col., (2008). La sensibilidad del ensayo en utero fue de 2,9 ng/mL. El CV
intraensayo (14,2 ng/mL) fue de 15,5%. Las concentraciones de leptina no

fueron detectadas en fluido uterino por RIA.

Transcriptos
En el endometrio se determinaron transcriptos de ERalfa, PR, IGF1, IGF1-R,

INSR, LEPR, IGFBP2-6, ADIPORL1y 2.

Se extrajo ARN total de utero utilizando TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA),
seguido de precipitacion con cloruro de litio y tratamiento con DNAsa utilizando
un kit DNA-free™ (Invitrogen). Para cada muestra, se sintetizd ADN copia
(ADNCc) mediante transcripcion reversa usando una transcriptasa SuperScript Il
(Invitrogen) con primers oligo-dT y 1ug de ARN total como molde.
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Se determind la expresion génica mediante PCR en tiempo real (qPCR),
utilizando el equipo Rotor-Gene™ 6000 (Corbett Life Sciences, Sydney,
Australia). La eficiencia (E) de los ensayos fue calculada acorde a la formula

E=(10VPendiente_1) segin Rutledge y Cote., (2003). La expresién génica fue
medida por cuantificacion relativa al control exdgeno segun Pflaffl, (2009) y
normalizada a la media geométrica de los genes de control endégeno, tomando

en consideracion las eficiencias de amplificacion respectivas.
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Tabla 1. Secuencias de oligonucleétidos de

cuantificacion relativa del ADNc en el tejido.

los primers utilizados para la

Gen' Cdédigo de acceso’ Secuencia del primer I.(a;rg;) Eficiencia Fuente
HPRT XM_590802 ;Eigﬁgﬁégglg;&iﬁ?f ;—KATG 105 1,08 (Carriquiry y col., 2009)
i1 N ootoaosten FCCCARTOAGACCARTGAMATC 11100 (cyeny col, 2008
sact  uosss  TCOASCACCOTAAGATOMGTT  f s (penycol 2008
PR 766555 :?éﬁégﬁgg;&g&rﬁfg (;:AGﬁrCGAg 79 1,21 (Sosay col., 2009)
ER AY033393 :égg?ééi?;?é?{;ﬁi;ii 234 1,10 (Sosay col., 2009)
IGF1 NM_001009774.3 ;;Liégig;ég:?gcﬁéfAi 209 0,87 (De Bruny col., 2015)
IGF1R NM_001244612.1 ;??EEGA:(SCA?(?SFCFLGC?FS?(?QA 116 0,87 (De Bruny col., 2015)
IGF2 NM_001009311.1 :gzzcg$£¢§g;$gilziig_r 210 1,15 (De Bruny col., 2015)
IGFBP2 NM_174555.1 : gﬁé?ﬁﬁ;é%fciﬁgi'ArTGTCA 74 1,07 (Astessiano y col., 2012)
oreps  arsostop1  FASCACRGAGNCCONGAMACTICT  p 1y (o s, 2008
IGFBP4 §77394.1 ;':L%LGCCACGTEQ;?E?AGGAA%\AZGF 98 0,82 (De Bruny col., 2015)
IGFBP5 NM_001129733.1 IF:{?:'?;-IG_EEGT((::(;LGS’?'E?TACA'I%%A 193 0,81 (De Bruny col., 2015)
rovs  Avisrsso [ OGAGAGAATCCOMGGAGATAA 1op 155 (renuickycol, 2008
INSR XM:004008038.1 ;iﬁiggi%;ﬁig%i}%%ﬁAGT 86 0,77 (De Bruny col., 2015)
er  nwootonozes1 FASCOSTIGRGTCTAACATT 1oy (o gryny ol 2015)
ADIPORT NM_oot0sa0ss FOSCTETACTACICCTICTAC 10 g (oo puny ol 01
ADIPOR2 NM_001040499.2 ;i?géﬁgﬁzcczic:ﬁccﬁgﬁgc 203 1,12 (De Bruny col., 2015)

'"HPRT = Hipoxantina guanina fosforibosiltransferasa, RPL19 = Proteina ribosomal L19, BACT = Betactina, PR = Receptor de progesterona,
ER = Receptor de estrogenos, IGF1 = Factor de crecimiento similar a la insulna 1, IGF1R = Receptor de IGF tipo 1, IGF2 = Factor similar a la
insulina tipo 2, IGFBP2 = Proteina de unién 2-IGF, IGFBP3 = Proteina de union 3-IGF, IGFBP4 = Proteina de unién 4-IGF,IGFBP5 = Proteina
de union 5-IGF, IGFBP6 = Proteina de unidn 6-IGF, INSR = Receptor de insulina, LEPR = Receptor de leptina, ADIPOR1 = Receptor de
adiponectina 1, ADIPOR2 = Receptor de adiponectina 2.

*Secuencias ovinas de GeneBank
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Analisis estadistico

Todos los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el Statistical Analysis
System (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA, 1989), con el procedimiento proc
mixed para todas las variables. El nivel de probabilidad de significancia
estadistica se fijo en P<0,05, y P<0,1 para tendencia.

Para el analisis de la concentracion hormonal en el fluido uterino, Gtero y
oviducto se incluyeron en el modelo estadistico el lado ipsi o contralateral al
CL.

Todos los transcriptos determinados por PCR en tiempo real se analizaron por
el método 22*“", lo que implica normalizacién a un control endégeno
(housekeeping) (ACt = Ct gen diana — Ct housekeeping) (Livak y Schimittgen,

2001), se incluye en el modelo el lado ipsi o contralateral al CL.

RESULTADOS

Calidad, morfologia y tasas de recuperacién embrionaria

Al momento de la colecta, se recuperdé una mayor proporciéon de embriones en
el lado ipsilateral respecto al lado contralateral al CL (Tabla 2). Asimismo, al
evaluar la morfologia de los embriones recuperados de ambos cuernos, se
observdé que los embriones transferidos al oviducto ipsilateral tendieron a
presentar mas blastocistos (un 10% mas) sobre el total de estructuras
recuperadas, en relacion a los embriones transferidos al lado contralateral al
CL (Tabla 2). En el mismo sentido, los embriones colectados en el cuerno
uterino contralateral al cuerpo IUteo, presentaron una mayor proporcion de

embriones degenerados (Tabla 2).
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Tabla 2. Tasa de recuperacion (estructuras recuperadas/embriones transferidos),
desarrollo embrionario (proporciébn de blastocitos/estructuras recuperadas) vy
proporcion de embriones degenerados obtenidos de la transferencia de embriones
producidos in vitro, al oviducto ipsi y contralateral al CL.

Ipsilateral Contralateral P valor

Tasa de recuperacion 43,6% (109/250) 30,1% (75/249) <0,05
Desarrollo embrionario 23,8% (26/109) 14,7% (11/75) 0,15
Embriones degenerados 22,9% (25/109) 42,7% (32/75) <0,05

Hormonas
Se analizaron las concentraciones hormonales en plasma, fluido uterino y Utero
de P4, IGF1, insulina y leptina. También se analizaron las concentraciones de

progesterona en oviducto.

En oviducto, las concentraciones de P4 fueron mayores en el lado ipsilateral
respecto al contralateral al CL: 57,3 + 15,1 vs. 11,6 £ 4,8 ng/g de tejido;
p<0,001). Sin embargo, en utero las concentraciones de P4 no alcanzaron
diferencias significativas entre los cuernos ipsi y contralateral al CL: 8,4 + 1,7
vs. 6,7 £ 1,6 ng/g de tejido, respectivamente. La concentracion plasmatica de

P4 al momento de la colecta de embriones (Dia 6) fue de 0,8 + 0,4 ng/mL.

En el fluido uterino, se encontraron menores concentraciones de insulina en el
cuerno ipsilateral respecto al contralateral al CL: 3,9 £ 0,3 vs. 4,6 + 0,2 pUI/mL;
p=0,05. Sin embargo, la lateralidad de los cuernos uterinos respecto al CL no
afect6 las concentraciones de insulina en el Gtero (35,1 + 3,0 vs. 29,6 + 3,0
HUI/g). La concentracion de insulina en plasma al Dia 6 de desarrollo
embrionario fue de 20,7 = 6,6 pUI/mL.

La localizacion de los cuernos uterinos respecto al CL no afectd las
concentraciones de IGF1 en el utero (157,7 £ 13,7 vs. 135,5 = 14,4 ng/g), como
tampoco en el fluido uterino (1,6 £ 0,3 vs. 1,7 = 0,3 ng/mL). La concentracion

plasmatica de IGF1 al momento de la colecta fue de 274,5 + 62,5 ng/mL.
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No hubo un efecto local del CL sobre las concentraciones de leptina en uUtero
(66,8 £ 9,7 vs. 73,0 £ 10,6 ng/qg).

Efectos de la lateralidad del CL sobre la expresidon génica uterina

La localizacion de los cuernos uterinos respecto al CL modifico la expresion
génica de ERalfa, IGFBP6 y ADIPORL1. El cuerno uterino ipsilateral al cuerpo
liteo presentdé mas cantidad de ARNm de ERalfa y tendié a presentar menos
ARNm de IGFBP6 y ADIPORL1, en relacion al cuerno uterino contralateral
(Tabla 3). No se encontraron diferencias para ninguno de los otros genes
medidos (Tabla 3).

Tabla 3. Efectos de la lateralidad del cuerpo luteo (Ipsilateral o Contralateral) sobre la

expresion génica uterina.

Gen Ipsilateral Contralateral P valor
PR 0,4+0,1 0,5+0,1 NS
ERalfa 1,3+0,2 0,8+0,3 0,05
IGF1 0,6+0,2 0,8+0,2 NS
IGF1R 1,4+0,2 1,6+0,3 NS
IGF2 1,1+0,2 1,3+0,2 NS
IGFBP2 0,7+0,3 1,0+0,3 NS
IGFBP3 0,8+0,2 0,9+0,2 NS
IGFBP4 0,6+0,2 0,8+0,2 NS
IGFBP5 0,4+0,1 04+0,1 NS
IGFBP6 1,8+0,5 3,4+0,6 0,1
INSR 1,0+£0,2 1,3+0,2 NS
LEPR 0,6+0,2 0,8+0,2 NS
ADIPOR1 0,7+0,3 1,3+0,2 0,1
ADIPOR2 0,6+0,1 0,7+0,1 NS

'HPRT = Hipoxantina guanina fosforibosiltransferasa, RPL19 = Proteina ribosomal L19, BACT = Betactina, PR =
Receptor de progesterona, ERalfa = Receptor de estrégenos, IGF1 = Factor de crecimiento similar a la insulna 1,
IGF1R = Receptor de IGF tipo 1, IGF2 = Factor similar a la insulina tipo 2, IGFBP2 = Proteina de unién 2-IGF, IGFBP3
= Proteina de unién 3-IGF, IGFBP4 = Proteina de union 4-IGF,IGFBP5 = Proteina de unién 5-IGF, IGFBP6 = Proteina
de unién 6-IGF, INSR = Receptor de insulina, LEPR = Receptor de leptina, ADIPOR1 = Receptor de adiponectina 1,
ADIPOR2 = Receptor de adiponectina 2.
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DISCUSION

Hasta donde conocemos, este es el primer trabajo en el que se realizaron
transferencias embrionarias de manera simultdnea al oviducto ipsi y
contralateral al CL para evaluar el efecto sobre el desarrollo embrionario y la
funcionalidad oviductal y uterina en ovinos. Uno de los hallazgos mas
relevantes de este estudio, fue que la calidad y desarrollo embrionario
temprano es afectado por la accién local del CL. Encontramos que embriones
transferidos al oviducto ipsilateral al CL presentaron una mayor tasa de
recuperacion y tendencia a mayor desarrollo embrionario, respecto a
embriones transferidos al oviducto contralateral al CL. Si bien tampoco hay
muchos estudios en rumiantes que hayan realizado transferencias simultaneas
en utero, previamente, del Campo y col.,, (1977) realizaron un estudio en
bovinos, donde transfirieron embriones al Dia 6 a los cuernos uterinos ipsi y
contralateral al CL, y una vez recuperados al Dia 24, observaron que cuando
los embriones se transfieren del lado ipsilateral mejora el desarrollo y
supervivencia embrionaria. Estos autores sugieren que la mejor tasa de prefiez
encontrada en el cuerno uterino ipsilateral, estaria vinculada al reconocimiento
materno de la prefiez. El mecanismo de contracorriente entre la vena uterina y
la arteria ovarica que permite el pasaje de PGF2alfa hacia el ovario,
desencadenando la lutedlisis al Dia 14 en ovinos, y el bloqueo de este
mecanismo por el embrion del lado ipsilateral al CL permitiendo el
reconocimiento materno de la gestacién, es bien conocido en rumiantes
(Bonnin y col., 1999; Spencer y col., 2007; Bazer, 2013). Sin embargo, en este
estudio la colecta de embriones se realiz6 al Dia 6, mucho antes de que tenga
lugar el mecanismo de reconocimiento materno. Nuestro hallazgo esta
vinculado a un efecto local del ovario (sea el foliculo preovulatorio y/o el CL
recientemente formado) sobre el embrion mientras transita por el oviducto y ni

bien llega al Gtero.

Las mayores tasas de recuperacion de embriones encontradas en el cuerno
uterino ipsi respecto al contralateral pueden ser consecuencia de un gradiente
de concentracién de progesterona que existe a lo largo del tracto reproductivo,

donde la region oviductal o uterina mas cercana al lado de la ovulacion,
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presenta mayores concentraciones de progesterona, como ha sido reportado
previamente por Weems y col., (1989) en ovinos. De hecho, en este trabajo
encontramos que la concentracion de P4 en oviducto fue casi 4 veces mayor
en el lado ipsi respecto al contralateral al CL. Se conoce que la P4 tiene la
habilidad de modificar la relacion embrio-maternal estimulando los cambios en
el estado fisiolégico del oviducto para influir sobre la sobrevivencia embrionaria
y activacion del genoma embrionario (Lawson y Cabhill, 1983, Maillo y col.,
2016). Por tanto, se sugiere que la mayor tasa de recuperacion y tendencia a
presentar mayor porcentaje de blastocistos en el lado ipsilateral respecto al
contralateral, se debe principalmente a las acciones de la P4 en el oviducto.

La concentracion de P4 no fue diferente entre los cuernos uterinos ipsi y
contralateral al CL. Asimismo, se observé que los niveles de P4 en utero fueron
menores respecto a lo que ha sido reportado previamente para los dias 4-6 del
ciclo, en ambos cuernos uterinos (Weems y col., 1989; Takahashi y col., 2016).
Por ejemplo, Takahashi y col., (2016) reportaron niveles de P4 de 32,6 vs. 15,9
ng/g de tejido, para cuernos uterinos ipsi y contralaterales al CL al Dia 6 del
ciclo, respectivamente, 4 veces mas que lo encontrado en este estudio. Se
conoce que las concentraciones de P4, secretadas por el CL, son mas bajas
durante los primeros dias del ciclo, y se incrementan a medida que transcurre
la fase luteal (e.j.: al Dia 4 hay casi dos veces menos P4 en Gtero respecto al
Dia 9 del ciclo; Weems y col., 1989). Es asi, que podemos sugerir que la menor
concentracion de P4 en Utero al Dia 6 respecto a lo reportado previamente,
puede ser indicativo de un Gtero retrasado en los animales de este estudio.

Estos niveles uterinos de progesterona por debajo de lo reportado para Dia 6
(Takahashi y col.,, 2016), probablemente sean reflejo de las bajas
concentraciones plasmaticas de P4 encontradas en nuestros animales respecto
de numerosos reportes (Smith y col., 1975; Vinoles y col., 2003; Crowe y
Mullen, 2013). No encontramos una explicacion obvia para estos niveles
subluteales de P4 en plasma el dia 6 del ciclo estral, pero podrian ser
consecuencia de una respuesta inflamatoria aguda desencadenada a partir la
manipulacion durante la transferencia embrionaria, provocando efectos en el
CL y afectando asi la produccion y niveles de progesterona circulante. De
hecho, se ha observado que una respuesta inflamatoria aguda debido a un

dafio local puede tardar hasta 5 dias en resolverse (Kohl y Deutschman, 2006).
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Tampoco deberian descartarse otros factores vinculados a la dificultad de la
propia técnica al colocar los embriones en la profundidad del oviducto, o la
cantidad de embriones colocados por oviducto (20 aproximadamente). Por otro
lado, las concentraciones de P4 oviductales confirman la existencia de tejido
luteal activo en todos los animales. Si bien no contamos con las mediciones de
E en plasma o utero, es probable que los bajos niveles circulantes de P4 sean
indicativos de que los animales aun se encuentran bajo un predominio
estrogeénico, caracteristico de Dia 1-3 del ciclo.

Con respecto a las tasas de recuperacion embrionaria obtenidas en nuestro
estudio, podemos compararlas con un reporte previo en ovinos donde se
transfirieron aproximadamente 9 embriones producidos in vitro, solamente al
oviducto ipsilateral, donde el porcentaje de recuperaciéon al Dia 5 de desarrollo
fue del 68% (Eyestone y col., 1987), lo cual es considerablemente mayor al
obtenido en los animales de nuestro estudio, para el cuerno uterino ipsilateral
(43,6%). Es probable que las menores tasas de recuperacion de embriones
respecto a lo reportado previamente para experimentos similares, o
condiciones mas fisiolégicas (por ejemplo, cuando se colectan embriones luego
de una superovulacion que es cercana al 80%) (Cordeiro y col., 2003), se deba

en parte, a las bajas concentraciones circulantes de esta hormona.

El desarrollo embrionario temprano, antes de la implantacion, depende de
factores maternos. El fluido uterino estd compuesto por proteinas, vitaminas y
minerales, y es probable que tales proteinas sean responsables de la
transferencia de los nutrientes maternos necesarios al embrion en desarrollo.
Entre las proteinas presentes en el fluido uterino podemos destacar a la
insulina, IGF1 y leptina (Kaye, 1997; Blache y col., 2000). En nuestro trabajo,
encontramos una menor concentracion de insulina en el fluido uterino ipsilateral
respecto al contralateral al CL. Debido a que se ha reportado la presencia de
receptores de insulina en embriones tempranos desde 8 células, con maxima
expresion durante el estadio de blastocisto (Heyner y col., 1989; Harvey y
Kaye, 1990), podemos sugerir que la menor concentracion de insulina
encontrada en el fluido uterino ipsilateral se debe a que los embriones alojados
en este cuerno tendrian un mayor grado de captacion de la insulina, utilizando

ese recurso en beneficio de su desarrollo. De hecho, se ha evidenciado que el
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embridn internaliza la insulina materna mediante receptores presentes en el
embrion por endocitosis (Fleming y Pickering, 1985), mostrando que esta
hormona se une especificamente a receptores celulares de embriones en
estadio de morula y blastocito, lo cual, asimismo, es coincidente con la mayor
proporcion de blastocitos recuperados del cuerno ipsilateral (Tabla 2). Se
conoce que la insulina juega un rol importante en la proliferaciéon celular y en la
diferenciacion durante los estadios primarios del desarrollo en mamiferos. Se
han realizado estudios in vitro que demuestran que embriones de 2 células,
cultivados con insulina, alcanzan un mayor porcentaje de blastocitos respecto a
las muestras control (Harvey y Kaye, 1990). Ademas, la proliferacion celular de
embriones cultivados con insulina se da exclusivamente en la masa celular
interna, es decir, en células del embrién propiamente dicho (Harvey y Kaye,
1990). Durante el estadio de premérula o mérula temprana, los embriones
utilizan piruvato como fuente de energia, sin embargo, embriones en estadio de
blastocito utilizan glucosa como fuente de energia principal (Pantaleon y Kaye,
1998), necesitando de las acciones de la insulina. En este mismo sentido, la
mayor concentracion de insulina en el fluido contralateral al CL puede ser
indicativo de una menor utilizacion de esta hormona por parte de los embriones
alli presentes, lo que seria consistente con el menor grado de desarrollo

encontrado en los embriones de este cuerno (Tabla 2).

Al estudiar la expresion génica de algunos transcriptos, se observé que el
cuerno uterino ipsilateral presenté mayor expresion de ERalfa y tendié a
presentar menor expresion de ADIPOR1 e IGFBP6 respecto al cuerno
contralateral a la ovulacion. Es aceptado que los estrégenos estimulan y la
progesterona disminuye, la expresion de ER y PR (Spencer y Bazer, 2004). La
baja concentracion de P4 circulante en los animales en este estudio, podria
explicar en parte, que aun no se haya desencadenado una regulacion negativa
fuerte del receptor de estrogenos. Ademas, como mencionamos previamente,
la baja concentracion circulante de P4 nos sugiere que los animales se
encuentran frente a un predominio estrogénico, por lo que una alta
concentracion de E en el lado ipsilateral seria consistente con un aumento en la

expresion de ERalfa en el mismo cuerno.
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Por otro lado, los cuernos uterinos ipsilaterales al CL tendieron a presentar
menor expresion del transcripto ADIPOR1. Si bien se acepta que la
adiponectina tiene un rol importante en la reproduccion debido a que se ha
reportado la presencia de ADIPOR1 y ADIPOR2 en utero ovino durante la
prefiez temprana (Sequeira y col., 2016), el rol fisiologico de la adiponectina en
la regulacion de los procesos reproductivos es poco conocido. Ademas, la
escasa informacion respecto a la accion de esta hormona y sus receptores
limita la interpretacion biologica sobre el efecto local del CL para este
transcripto. Sin embargo, se ha reportado en algunos tipos celulares que la
expresion de ADIPOR1 declina luego de una exposicion con 17B-estradiol
(Pfeiler y col., 2008), por tanto considerando que los animales de nuestro
estudio podrian encontrarse bajo predominio estrogénico, podemos sugerir que
una mayor concentracion de E en el lado ipsilateral al CL estaria disminuyendo

la expresion de ADIPOR1 en ese cuerno.

En el mismo sentido, se observé que los cuernos uterinos ipsilaterales al CL
tendieron a presentar menor expresion del transcripto de IGFBP6. Las IGFBPs
son capaces de modular las funciones de IGFs tanto de manera positiva como
negativa (Rechler, 1993; Clemmons, 1998), alterando la disponibilidad de la
hormona activa y los receptores celulares (Jones y Clemmons, 1995). La
IGFBP6 es una glicoproteina O-ligada que se une preferentemente a IGF2 con
una afinidad dos veces mayor que IGF1, y se ha demostrado in vitro, que altas
concentraciones de IGFBP6 inhiben selectivamente las acciones de IGF2,
incluyendo proliferacién, supervivencia y diferenciacion, en una amplia gama de
células (Bach, 2015). Como se ha sugerido que IGF2 puede tener un papel
predominante en etapas muy tempranas (Dia 5) del desarrollo embrionario
(Kaye, 1997), la tendencia a la menor expresion de IGFBP6 en el utero
ipsilateral al CL podria ser beneficioso para un desarrollo embrionario exitoso,
consistente con las mayores tasas de prefiez y la mayor proporcion de
blastocitos recuperados del cuerno uterino ipsilateral en los animales de este

estudio.

Es importante destacar que las muestras fueron obtenidas al Dia 6 de

desarrollo embrionario, momento en el cual el embridon recién ingresa al utero,
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por lo que es probable que los cambios encontrados en el desarrollo
embrionario se deban principalmente a las acciones del oviducto mas que del
Gtero. Esta puntualizacién debe ser tenida en cuenta ya que la mortalidad
embrionaria en la etapa de pre-implantacion tardia (en Gtero) puede haberse
determinado en etapas anteriores (en oviducto). Es asi que estudiar el
ambiente oviductal en su totalidad en estos animales seria de gran relevancia
para comprender los mecanismos que subyacen a los efectos de la accion local
del CL.

Conclusiones

Existe un efecto local del CL que incide sobre la calidad y desarrollo
embrionario temprano segun donde se localicen los embriones, en donde
aguellos que se desarrollan del lado ipsilateral al CL presentan mejor desarrollo
y se presentan en mayor proporcion. Esto puede estar asociado principalmente

a las acciones de la progesterona en oviducto e insulina en el fluido uterino.

La mayor expresion de ERalfa y la tendencia a la menor expresion de
ADIPORL1 en el cuerno uterino ipsilateral podria deberse a la presencia de un
predominio estrgénico en los animales de este estudio. La tendencia a la menor
expresion de IGFBP6 en el cuerno uterino ipsilateral al CL podria estar

asociado con un mejor desarrollo embrionario en ese cuerno.

Implicancias de la tesis

La produccién in vitro de embriones tiene un papel fundamental en
investigacién cientifica para el estudio de la reproduccién en rumiantes, y es un
modelo de gran alcance para el estudio de la fertilidad y desarrollo en humanos
(Chohan y Hunter, 2004; Hasler, 2003; Hasler, 2006). El estudio sobre las
dindmicas de desarrollo de los embriones, es de gran importancia para lograr
una mejora en la eficiencia reproductiva, preservacion de las especies animales
genéticamente superiores y en riesgo de extincidén, entre otras. Sin embargo,
estos procedimientos in vitro, siguen siendo sub-utilizados en la industria
ganadera. Si bien el desarrollo de la técnica de transferencia de embriones, ha

adquirido mucho peso en el Ultimo tiempo, aun quedan muchos aspectos a
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mejorar, ya que se conoce que la recuperacion de embriones viables luego de
una transferencia embrionaria es del 30% aproximadamente. El modelo ovino,
es un excelente modelo para estudiar las técnicas reproductivas en humanos,
ya que los blastocistos de ambas especies presentan un tamafno similar y los
embriones comienzan a expresar su genoma en etapas similares del
desarrollo. Por lo que estos resultados podran contribuir a mejorar las
estrategias para aumentar las tasas de embarazo en las mujeres luego de una

transferencia embrionaria.
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